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5 polyklonaler Antikdrper zum Nachweis des tumorassoziierten 
Antigens hTid 



0 Gegenstand der Erfindung ist ein polyklonaler Antikorper zum 
Nachweis des tumorassoziierten Antigens hTid aus der Klasse 
der DnaJ Chaperone. 

Es ist bekannt, dafl neoplastische Transformationen von Zellen 
5 und Geweben kein fur den Menschen spezifisches Phanomen 
darstellen. Die Entstehung von Tumoren, sowohl benignen als 
auch malignen, ist in verschiedenen tierischen Spezies und in 
Pflanzen beschrieben. Es ist heute gesichert, daB der ursprung 
neoplastischer Entartungen auf der DNA-Ebene zu suchen ist. 
0 Erst vor einigen Jahren konnte jedoch die Rolle von spezi- 
fischen Genen bei der Krebsentstehung auf molekularer Ebene 
gezeigt werden. 

Die Analyse der in Wirbeltieren bekannten Tumore zeigt, dafi 
25 neoplastische Entartungen entweder aus der Aktivierung der 
dominanten zellularen Oncogene oder aus der Inaktivierung der 
recessiven Tumorsuppressorgene resultieren. Im aktiven Zustand 
iiben die Tumorsuppressorgene zahlreiche Funktionen wie 
Zelldif ferenzierung, Zellkommunikation, zelladhgsion, 
30 wachstumshemmung, Regulation der Transkription, Apoptose und 
Hemmung der DNA-Synthese aus. Verlieren die Tumorsuppres- 
sorgene jedoch infolge von spezifischen Mutationen ihre 
Aktivitat, treten neoplastische Transformationen auf. Diese 
Vorgange sind zunachst bei der Fruchtfliege Drosophila 
35 melanogaster beobachtet (1) und wissenschaf tlich untersucht 
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worden (2). Dabei wurde erkannt, daJJ recessive Mutationen des 
Drosophila melanogaster Tumorsuppressorgens lethal (2 ) tumorous 
imaginal discs (l(2)tid) zu neoplastischen Entartungen der 
imaginalscheiben, die die Anlagen der adulten Organe sind, 
fiihren. Durch die Mutation des Tumorsuppressorgens l(2)tid 
geht in den imaginalscheiben von Drosophila die Fahigkeit zur 
Zelldifferenzierung verloren, ohne dafl die Fahigkeit zur 
Zellteilung beeintrachtigt wird. 

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dali das von dem 
Tumorsuppressorgen l(2)tid kodierte Genprodukt, das Tid56 
Protein, eine signifikante Homologie zu den in der Evolution 
streng konservierten DnaJ Chaperonen zeigt, die aus einer 
Vielzahl von Organismen und auch beim Menschen bekannt sind. 
Zu den an den Entfaltungs- und Riickf altungsvorgangen von 
Proteinen beteiligten Chaperonen gehdren auch die sogenannten 
Hitzeschock-Proteine (Hsp). Trotz des hohen Konservierungs- 
grades der DnaJ homologen Proteine von Bakterien bis zum 
Menschen muBte es nach den bisherigen wissenschaf tlichen 
Erkenntnissen als unwahrscheinlich erscheinen, daB die 
Aufklarung der Wirkungen des Drosophila-Proteins Tid56 als 
Tumorsuppressor einen Hinweis auf ahnliche Funktionen der 
humanen DnaJ nomologen Proteine (HDJ-1 und HSJ-1) als 
molekulare Chaperone geben konrite, da zur Funktion dieser 
humanen Proteine bisher keine Daten vorliegen. 

Die Frage, ob die beim Studium der Tumorbildung und Tumorsup- 
pression bei Drosophila melanogaster gewonnen Erkenntnisse 
auch auf den Menschen ubertragen werden konnen, laflt sich nur 
dann benatworten, wenn ein dem Tumorsuppressor Tid56 der 
Drosophila entsprechender Tumorsuppressor beim Menschen 
gefunden wird. Es stellte sich deshalb die Aufgabe, ein 
hierfur geeignetes diagnostisches Mittel zu entwickeln. 
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Es wurde nun gefunden, dali ein polyklonaler Antikorper 
erfindungsgemafi zur Verfugung gestellt werden kann, der durch 
Immunisierung, beispielsweise einer Maus oder eines Kanin- 
chens, mit einem Polypeptid gemafl dem Seguenzprotokoll (SEQ 
> ID Nr. 1) 

Glu-Ala-Tyr-Glu-Val-Leu-Ser-Asp-Lys-His-Lys-Arg-Glu-Ile-Tyr- 
Asp 

) oder mit einem Protein, das diese Aminosauresequenz in 
identischer oder abgewandelter , jedoch immunologisch gleich- 
wertiger Form aufweist, erhSltlich ist. 

Das vorstehend genannte Peptid SEQ ID Nr. 1 reprasentiert die 
5 DnaJ-Domane des HSJ-la Proteins und entspricht dem am hochsten 
konservierten Teil der J-Domane aller bisher bekannten DnaJ- 
ahnlichen Proteine. Der damit nach ublichen verfahren 
hergestellte polyklonale AntikSrper hTid erkennt nun uberra- 
schenderweise ebenso wie ein weiterer polyklonaler Antikorper, 
0 der gegen das Drosophila melanogaster Protein Tid56 gerichtet 
ist, beim "Western "-Blotting das 50kDa Protein, das das 
menschliche Homologe zu dem Drosophila melanogaster Protein 
Tid56 ist. 

5 Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein ELISA-Nachweis- 
verfahren fur das tumorassoziierte Antigen hTid f bei dem man 

(1) eine Probe der zu untersuchenden Flussigkeit an 
einen festen Trager bindet f 

0 

(2) das auf dem Trager gebundene Antigen mit einem 
polyklonalen Antikorper behandelt, der durch 
Immunisierung mit einem Polypeptid gemafi dem 
Seguenzprotokoll (SEQ ID Nr. 1) oder mit einem 

5 Protein, das die Aminosauresequenz in identischer 
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oder abgewandelter , jedoch immunologisch gleich- 
wertiger Form aufweist, wodurch der polyklonale 
Antikorper an das nachzuweisende Antigen gebunden 
wird f 

5 

(3) dann einen Antikorper zugibt, der an den primaren 
Antikorper spezifisch bindet und mit einem Enzym 
verkniipft ist f das die Umwandlung eines farblosen 
Substrats in ein farbiges Produkt katalysiert und 

10 

(4) das farblose Substrat zugibt und die entstehende 
Farbung milit. 

Mit diesem Verfahren kann in einf acher und eindeutiger Weise 
15 das humane hTid-Protein nachgewiesen werden, das bei bestimm- 
ten Krebserkrankungen, namlich dem Adenocarcinom des Dickdarms 
und des Endrometriums als auch bei Brust-, Lungen- und 
Cervixcarcinomen exprimiert wird. Dagegen wurde dieses Protein 
bei anderen Erkrankungen, wie einem humanen Sarkom, einem 
20 Lymphom oder einem Melanom nicht nachgewiesen. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher 
erlautert: 

25 Beispiel 1: Herstellung des anti-hTid Antikdrpers und 

anderer erf indungsgemafier Antikorper 

Ein polyklonales Kaninchenantiserum gegen das Peptid der SEQ 
ID Nr. 1 des Sequenzprotokolls gekoppelt an Hamocyanin iiber 

30 einen N-terminal zugefugten Cysteinrest wurde nach der 
Festphasenmethode von Merrifield in der Modifikation wie sie 
von Houghten et al. beschrieben ist f hergestellt (3), in an 
sich bekannter Weise gereinigt, in 0,9% NaCl gelost und mit 
einem gleichen Volumen des unvollstandigen Freundschen 

35 Adjuvans emulgiert, urn eine Endkonzentration von 1 mg/ml zu 
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ergeben. 1 ml der frisch hergestellten Mischung wurde zur 
Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Die Injektionen wurden 
im Abstand von 3x3 Wochen durchgef iihrt und 1 Woche nach der 
letzten Injektion Blut entnommen. Nach Entfernung der ganzen 
5 Zellen durch Zentrifugieren wurde das Antiserum gesammelt und 
bei -20° C aufbewart. Die Empf indlichkeit des polyklonalen 
Serums wurde mit dem Enzym gekoppelten Immunnachweis (ELISA) 
durchgef iihrt (s Beispiel 2). Die Antikorper wurden durch 
Affinitatschromatographie auf CNBr-aktivierten Sepharose 4B 
10 Saulen (Biotech, Freiburg) gereinigt. Der polyklonale 
Kaninchen anti-Tid AntikSrper gegen das Drosophila melano- 
gaster l(2)tid Protein wurde nach dem Verfahren hergestellt, 
das von Kurzik-Dumke et al. beschrieben ist (4). 

15 Beispiel 2: ELISA Test 

Mikrotiterplatten wurden mit einer Proteinprobe beschichtet, 
die auf das Vorliegen des tumorassoziierten Antigens hTid 
gepriift werden sollte. In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 

20 wurde die Probe zusaramen mit einer phosphatgepuf ferten 
Salzlosung (PBS) bei einem pH 7,5 und 4°C gegeben und iiber 
Nacht stehen gelassen. Nach dem Auswaschen mit phosphatgepuf - 
ferter Salzlosung wurde die Mikrotiterplatte 1 Stunde bei 
Zimmertemperatur mit einer 3%-igen BSA-L6sung (= Bovine Serum 

25 Albumin) in PBS versetzt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS 
wurden die Verdunnungen in gepuf ferter Losung (PBS mit 0,3% 
BSA) in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte gegeben. Nach 
zweistundiger Inkubation bei Raumtemperatur und Waschen mit 
PBS wurde der sekundare Antikorper [Kaninchen-anti-lgG 

30 gekoppelt mit alkalischer Phosphatase (AP) (Sigma)] verdunnt 
im Verhaltnis 1 : 5.000 in Puffer losung in jede Vertiefung 
gegeben. Nach dem Auswaschen des nicht gebundenen Antikorpers 
wurde die alkalische Phosphatase mit einer Mischung von 0,45% 
des Nitroblau-Tetrazoliumsalzes (NTB) (Serva, Heidelberg) und 

35 0,35% Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat-toluidiniumsalzes (X- 
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Phosphat) (Serva) in AP-Puffer (100 mM NaCl, 50 mM MgCl 2/ 100 
mM Tris, pH 9,2) gegeben. Die Absorption jeder Probe wurde bei 
einer Wellenlange von 405 nm automatisch auf gezeichnet . 

5 Beispiel 3: Proteinanalyse durch Western-Blotting 

Rohe Proteinextrakte aus menschlicher Leber, dem Dickdarm und 
der Lunge wurden durch Gewebehomogenisierung in einer 
phosphatgepufferten Salzlosung (PBS) hergestellt und durch 

10 zentrifugierung in zwei Fraktionen auf getrennt, wobei die 
obere Schicht f rei von Zellkernen war und die untere Schicht 
Zellkerne und Zelltriimmer enthielt. Alle Maflnahmen wurden bei 
4°C durchgefiihrt. Die Fraktionen wurden dann mit dem Protease 
Inhibitor Cocktail von Boehringer versetzt und entweder sof ort 

15 fur die Analyse eingesetzt oder bei -70°C vor der weiteren 
Verwendung aufbewahrt. In alien Geweben und Zellf raktionen 
wurde der Proteingehalt spektrophotometrisch nach der Methode 
von Bradford (5) bestimmt. 

20 Der Nachweis des hTid-Proteins in den wie oben hergestellten 
Protein-Extrakten wurde dann unter denaturierenden Bedingungen 
mit Hilf e der SDS-PAGE Elektrophorese nach iiblichen Bedingun- 
gen durchgefiihrt. Nach Ubertragung auf eine Polyvinylf luorid 
(PVDF) Membran ( Immobilen-P , Miliipore-Corporation, Milford, 

25 U.S.A.) wurde mit dem primaren polyklonalen anti-hTid 
Antikorper (s. Beispiel 1) inkubiert und der Immunnachweis mit 
Hilfe eines sekundaren Antikorper s, wie oben beschrieben, 
durchgefiihrt. 

30 Beispiel 4: immunhistochemische Untersuchungen von mensch- 

lichem Gewebe und lichtmikroskopische Aus- 
wertung 

Operativ entferntes menschliches Gewebe wurde in Formalin (4%) 
35 fixiert und in Paraffin eingelagert, wie es in histophatologi- 
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schen Laboratorien iiblich ist. Zur Immunmarkierung wurden 
Gewebeabschnitte von 3 pm Durchmesser benutzt und der 
polyklonale Kaninchen Antikorper anti-hTid und der Anti-Tid 
Antikorper gegen das Protein Tid56 von Drosophila melanogaster 
eingesetzt. Die Antikorper Nachweisreaktion wurden grundsatz- 
lich mit dem Avidin-Biot in /Meerrettich-Per oxidase Komplex 
(ABC/HRP) (Vectastain Elite PK-6102, Camon-Labor Service GmbH, 
Wiesbaden) nach dem vom Hersteller beschriebenen Verfahren 
durchgefiihrt. 
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Angaben zur SEQ. ID-No. 1: 



Lange : 
Art : 

Herkunf t : 



16 Aminosauren 
Polypeptid 

Chemische Synthese; inneres Fragment 
aus der DnaJ-Domane des humanen HSJ- 
la Proteins 



1 0 Sequenzbeschreibung : 



SEQ ID No. 1 



Glu-Ala-Tyr-Glu-Val-Leu-Ser-Asp-Lys-His-Lys-Arg-Glu-Ile-Tyr 
Asp 
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Paten tanspruche : 



5 1 . polyklonaler Antikorper zum Nachweis des tumorassoziier- 
ten Antigens hTid, dadurch gekennzeichnet , daB er durch 
inununisierung mit einem Polypeptid gemaB Sequenzprotokoll (SEQ 
ID Nr. 1) 

10 Glu-Ala-Tyr-Glu-Val-Leu-Ser-Asp-Lys-His-Lys-Arg-Glu-Ile-Tyr- 
Asp 

oder mit einem Protein, das diese Aminosauresequenz in 
identischer oder abgewandelter, jedoch immunologisch gleich- 
15 wertiger Form aufweist, erhaltlich ist. 

2. Polyklonaler anti-hTid-Antikorper , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl er gegen das PolyPeptid mit der Aminosaurese- 
quenz von Anspruch 1 durch Immunisierung im Kaninchen 

20 erhaltlich ist. 

3. Polyklonaler anti-Tid-Antik5rper , dadurch gekennzeichnet, 
daB er gegen das Drosophila melanogaster Protein Tid56 durch 
Immunisierung im Kaninchen erhaltlich ist. 

4. Diagnostisches ELISA-Nachweisverf ahren fur das tumo- 
rassoziierte Antigen hTid, dadurch gekennzeichnet, daJi man 

(1) eine Probe der zu untersuchenden Korperf lussigkeit 
Oder des Gewebeextraktes an einen festen Trager 
bindet, 



25 



30 



35 



(2) 



das auf den Trager gebundene Antigen mit einem 
polyklonalen Antikorper behandelt, der durch 
Immunisierung mit einem Polypeptid gemaB dem 
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Sequenzprotokoll (SEQ ID Nr. 1) Oder mit einem 
Protein, das die Aminosauresequenz in identischer 
Oder abgewandelter, jedoch immunologisch gleich- 
wer tiger Form aufweist, 

5 

(3) dann einen sekundaren Antikorper zugibt, der an den 
primaren Antikorper spezif isch bindet und mit einem 
Enzym verknupft ist, das die Umwandlung eines 
farblosen Substrates in ein farbiges Produkt 

10 katalysiert und 

(4) das farblose Substrat zugibt und die entstehende 
Farbung mifit. 

15 5. verwendung des diagnostischen Mittels gemafi Anspruch 1 
zur Erkennung von Korperzellen mit pathologist veranderter 
Expression des Proteins hTid. 
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